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論文内容の要旨 
 
序論 
 
 熱ショックタンパク質 90（heat shock protein 90; HSP90）は、様々な生物において高度に保存されている分子量
90 kDa の分子シャペロンである。HSP90 は、プロテイン・キナーゼや核内レセプターなど様々なシグナル伝達因子
と結合し、その活性や細胞内局在を制御していることが知られている。今回、細胞性粘菌 Dictyostelium 
discoideum 細胞において、分化特異的にリン酸化レベルが減少するタンパク質として小胞体局在型 HSP90, 
Dd-GRP94 を同定した。また、これまでにも Dd-GRP94 と同様に分化特異的にリン酸化レベルが減少するタンパク
質として細胞質局在型 HSP90, Hsc90 が報告されている。さらに、HSP90 ファミリータンパク質の特異的阻害剤であ
るゲルダナマイシンは Dictyostelium 細胞の初期分化を著しく阻害する。そこで、Dictyostelium 細胞の増殖／分化
の切り換えにおける HSP90 ファミリータンパク質群の役割について、特に Dd-GRP94 とミトコンドリア局在型 HSP90
（Dd-TRAP1）に注目して解析した。 
 
 
第Ⅰ章 Dictyostelium 細胞の増殖/分化の切り換えにおける小胞体局在型 HSP90, Dd-GRP94 の役割 
 
 今回、分化期への移行に伴ってリン酸化レベルが減少する分子量 92 kDa のタンパク質として、Dictyostelium 細
胞における glucose-regulated protein 94（GRP94）のホモログ, Dd-GRP94 を単離した。GRP94 は、グルコース飢餓
や小胞体からの Ca2+流出などの小胞体ストレスによって発現が誘導される小胞体局在型のHSP90ファミリータンパ
ク質である。しかし、他の生物の例とは対照的に、Dictyostelium 細胞では dd-grp94 遺伝子の発現量が飢餓処理
後速やかに減少することが明らかとなった。さらに、この発現量の減少は、グルコース飢餓により引き起こされるの
ではなく、アミノ酸飢餓によって引き起こされていた。Dictyostelium細胞は、グルコースではなくアミノ酸の枯渇によ
り飢餓を認識して分化期に移行することから考えて、dd-grp94 の発現量の減少は、単なるストレス応答としてでは
なく分化形質獲得の為の一応答として引き起こされる可能性が示唆された。さらに、dd-grp94 の発現量の減少は、
Dictyostelium 細胞の分化において重要な出来事である、飢餓処理直後に起こる細胞内 Ca2+濃度の上昇によって
引き起こされた。すなわち、栄養源の乏しい培地中で半飢餓状態にある細胞にタプシガルギンやナイジェリシンな
どの薬剤を処理すると、細胞内 Ca2+濃度が上昇することで細胞分化が促進され、これに伴って dd-grp94 の発現量
が速やかに減少した。このような効果は増殖期の細胞でも見られ、増殖期の細胞にタプシガルギンやナイジェリシ
ンを添加すると、一過的に dd-grp94 の発現量が減少した。このような dd-grp94 の発現量の変化に反して、
Dd-GRP94 タンパク質は発生過程を通して常に一定量存在していた。また、その細胞内局在も増殖期・分化期を
通して小胞体内に局在していることから、リン酸化による制御がDd-GRP94の機能に重要であると思われる。さらに、
Dd-GRP94 の過剰発現株は、増殖期では特別な表現型を示さないものの、分化期への移行後、cAMP への走化
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的感受性の欠如、および異常な細胞型分化を示し、特に予定胞子細胞への分化に阻害的な影響が認められた。
これらの結果は、Dd-GRP94 が小胞体内タンパク質の品質管理だけでなく、cAMP シグナル伝達系や細胞型分化
などの分化・形態形成に必要なプロセスにおいても重要な役割を果たしていることを強く示唆している。 
 
 
第Ⅱ章 Dictyostelium 細胞の増殖・分化におけるミトコンドリア局在型 HSP90, Dd-TRAP1 の役割 
 
 TRAP-1（tumor necrosis factor receptor-associated protein-1）は、TNF レセプターと結合する新規の因子として
two hybrid 法により単離された HSP90 ファミリータンパク質である。近年、TRAP-1 は細胞の増殖や分化、アポトー
シスの誘導などに関与する分子として注目を集めているが、その詳しい機能に関しては全く明らかにされていなか
った。また、TRAP-1 がミトコンドリア局在配列を有し、実際に多くの細胞種においてミトコンドリアに局在する一方、
その結合相手が TNF レセプターなどのミトコンドリア外に局在するタンパク質であることから、TRAP-1 の局在と機
能との関係を明らかにすることが課題として残っていた。今回、Dictyostelium 細胞における TRAP-1 のホモログ, 
Dd-TRAP1 の解析を通して、TRAP-1 がミトコンドリア外の因子とどのように相互作用しながら機能しているのかが
明らかとなった。まず、抗 Dd-TRAP1 抗体を作製し、Dd-TRAP1 の細胞内局在を観察した。すると、低密度で増殖
中の Dictyostelium 細胞では、Dd-TRAP1 が細胞膜直下のコーッテクス（cell cortex）に局在することが分かった。こ
れは、Dd-TRAP1 が細胞骨格タンパク質である F-actin と直接もしくは間接的に結合するためであり、F-actin 脱重
合剤である Latrunculin-A で細胞を処理すると、Dd-TRAP1 はコーテックスから細胞質基質へと速やかに拡散した。
ところが、増殖期における細胞密度が上昇すると、Dd-TRAP1 はコーテックスからミトコンドリアにその局在を変化さ
せ、この局在変化は細胞密度の上昇に伴って細胞外に分泌・蓄積される新規の細胞外分泌因子 prestarvation 
factor-3（PSF-3）によって引き起こされることが示された。PSF-3 は熱に不安定である一方、プロテアーゼ処理には
非常に安定な新規の因子であり、低密度で増殖中の細胞を閾値以上の濃度のPSF-3に曝すと、コーテックスに局
在していた Dd-TRAP1 は 1 分以内という非常に早い応答でミトコンドリアに移行した。このような増殖期での細胞外
分泌因子を介した細胞密度依存的な応答は前飢餓応答（prestarvation response; PSR）と呼ばれ、細胞密度の上
昇に伴って引き起こされる栄養源の枯渇、そしてその後の分化期移行に備えるための応答であると考えられてい
る。これに関連して、Dd-TRAP1 過剰発現株（TRAP1OE 細胞）は PSR によって発現誘導される dia1 や dia3 遺伝子
を過剰に発現することが明らかにされた。このような過剰な PSR によって TRAP1OE 細胞は栄養存在下であるにも
関わらず一部の分化形質を獲得し細胞塊を形成した。一方、RNA interference（RNAi）法により作製した
Dd-TRAP1 発現抑制株（TRAP1-RNAi 細胞）では、PSR を十分に行えないために栄養源が減少しても速やかに分
化期に移行することができなかった。以上の結果から、増殖期における細胞密度の上昇に伴って Dd-TRAP1 がミ
トコンドリアに移行することによりPSRが引き起こされていることが明らかとなった。さらに、TRAP1-RNAi細胞では著
しく増殖速度が減少していることや Dd-TRAP1 欠損株の単離が困難なことから、Dd-TRAP1 は細胞の生存に必須
であることが示された。 
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 以上のように、Dd-TRAP1 は PSR を介して分化に促進的な役割を担っているが、一方では分化に阻害的な機能
も持ち合わせている。すなわち、飢餓処理を行った TRAP1OE 細胞が示す形態形成は親株である Ax-2 細胞に比
べて著しく遅延して、TRAP1OE 細胞では分化特異的ないくつかの遺伝子の発現も抑制されていた。このような抑
制的な効果は Dd-TRAP1 がコーテックスに局在している時にのみ観察され、TRAP1OE 細胞を高細胞密度にまで
増殖させることにより Dd-TRAP1 をミトコンドリアに移行させると、飢餓処理後も Ax-2 細胞と異ならない形態形成を
行うようになった。また、Ax-2 細胞に抗 Dd-TRAP1 抗体を導入することで Dd-TRAP1 のミトコンドリアへの移行を阻
害すると、一部の Dd-TRAP1 がコーッテクスに残留し、TRAP1OE 細胞と同様の分化・形態形成に対する阻害的な
効果が見られた。したがって、Dd-TRAP1 がコーテックスにおいて分化に阻害的な機能を果たしており、
Dd-TRAP1 がミトコンドリアに移行することにより、PSR が引き起こされるだけでなく、この阻害的な効果が解除され
ることで細胞が分化期に速やかに移行するものと思われる。 
 
 
まとめ 
  
 以上のように、Dictyostelium 細胞における HSP90 ファミリータンパク質は、その機能はそれぞれ異なるものの、細
胞の分化・形態形成において重要な役割を果たしている。Dd-GRP94 および Dd-TRAP1 はいずれも細胞間情報
伝達に関わっており、前者は cAMP シグナル伝達系による走化性運動に、後者は PSF-3 を介した PSR に関与し
ている。この事実は、多細胞真核生物においてのみ保存されている GRP94 および TRAP-1 が、ストレス応答タン
パク質としてだけでなく、細胞の多細胞体制の獲得プロセスに重要な役割を担っていることを示すものである。 
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論文審査結果の要旨 
 
 本論文では、分子シャペロンである熱ショックタンパク質90（HSP90）のうち、小胞体局在型GRP-94およびミ
トコンドリア局在型 TRAP-1 が細胞の増殖・分化の制御にきわめて重要な役割を担うことを明らかにしている。 
 粘菌（Dictyostelium discoideum）細胞では、増殖から分化へのチェックポイント(PS 点)が細胞周期上に正確
に特定されており、細胞はこの PS 点での特異的イベントと飢餓に特異的なイベントとの統合によってはじめ
て分化形質を発現する。注目した分子シャペロンのうち、GRP-94 の粘菌ホモログ Dd-GRP94 は飢餓すなわ
ち分化開始に伴って特徴的な消長を示し、これを過剰発現すると分化の進行が顕著に阻害されるばかりで
なく、予定胞子細胞の分化が特異的に抑制されることが示された。また、最近ヒトで見出されたミトコンドリア
局在型 HSP90(TRAP-1)が粘菌にも存在し、この Dd-TRAP1 タンパク質は分化に伴って顕著な局在性変化を
示すことと相まって分化制御にきわめて重要な役割を担っていることが実証された。すなわち、１）Dd-TRAP1
は、増殖期において、低細胞密度ではミトコンドリアから速やかに細胞表層(cell cortex)に移行し、細胞密度
が高まり培養液中に細胞により合成・分泌される前飢餓因子(prestarvation factor: PSF-3 と命名)が蓄積され
たり、細胞が飢餓処理されたりすると、その影響を受けて細胞表層から再度ミトコンドリアに戻ること、そして２）
このミトコンドリアへの再移行が分化形質の発現に必要とされ、抗 Dd-TRAP1 抗体や RNAi 法によって
Dd-TRAP1 の発現を抑制すると、前飢餓応答(prestarvation response; PSR)が阻害されてミトコンドリアへの
Dd-TRAP1 の再移行が妨げられ、その結果として分化の進行が阻害されること、また３）Dd-TRAP1 の発現抑
制は後期分化、特に予定胞子細胞の分化にも阻害的にはたらくこと、などが明らかにされた。さらに、
Dd-TRAP1 の特異的な結合相手として分子量 34kDa のタンパク質も同定された。これらの成果は、これまで
不明であった TRAP-1 の機能を細胞内局在性との関連ではじめて明らかにしたものとして大いに注目され
る。 
 本論文において明らかにされた以上の事実は、いずれもきわめて興味深くまた学問的重要性が高いもの
であり、粘菌のみならず多くの生物における増殖・分化制御面での分子シャペロンの大切さを非常に明瞭な
かたちで提示するものである。これらの成果は、申請者の極めて高い学問的見識と技術、および的確なデー
タ解釈と並外れた実験遂行力によって生まれたものであるとみなされる。このことは、本人が自立して研究活
動を行うに必要な高度の研究能力と学識を有することを示している。したがって、森田強提出の論文は、博
士（生命科学）の学位論文として合格と認める。 
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